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On salt que certains llpldes possedent la propriete de 
former, en presence d'une phase aqueuse, des phases raesomorphes 
dont I'etat d* organisation est Intermediaire entre I'etat crista!- 
lin et l^etat llquide. Parmi ces lipides, 11 est connu que certains 
peuvent gonfler en solution aqueuse pour former des spherules dis- 
pers^es dans le milieu aqueux, ces spherules etant constituees par 
des couches bimol^culalres ou multlrooleculaires constituant des 
feulllets senslblement concentriques. Les spherules de ce type, 
denoiwn^es de fa^on generale liposomes, peuvent etre utlllse«s pour 
enferiner des solutes aqueux comportant des substances actives, les- 
dites substances se trouvant dans les compartiments aqueux comprls 
entre les doubles couches lipidiques et etant ainsi protegees cen- 
tre les conditions exterieures. 

On a ddja propose d'obtenlr des liposomes a partir de 
composes lipidiques loniques, ces liposomes repondant k la formulo 
g^n^rale 

X y 

dans laquelle X est un groupe hydrophile polaire et Y est un groupe 
hydrophobe non polaire : par exemple, dans le brevet frangais 
2 221 122, on a d^Ja decrlt des liposomes de ce type ayant des dia- 
mfetres Inf^rleurs a 1 000 A, et dans le brevet fran^ais 75-20*56, 
on a d^Jk decrlt des liposomes de ce type ayant des diaa&tres com- 
prla entre 1 000 et 50 000 A. De plus, on a egalement decrlt dans 
le brevet franyals 75-20*56 des liposomes ayant un diametre compris 

0 

entre 100 et 50 000 A et obtenus a partir d'un compose lipidique 
dispersible dans I'eau, ayant pour formule g^n^rale 

X ^ Y 

formule dans laquelle X represente un groupe hydrophile non-ionlque 
et Y represente un groupe lipophlle . On connait done, a ce Jour, 
des dispersions de liposomes loniques ou non-ioniques de dlff^rentea 
tallies, et l*on a egalement decrlt dans la demande de certlficat 
d 'addition frangals 77-3* 2*9 d«s dispersions contenant plusieurs 
types de liposomes, chaque type renfermant des substances actives 
diff^rentes, 

L'int^ret des compositions renfermant des liposomes loni- 
ques ou non-lonlques est en pratique limits par deux caract^rlsti- 
ques essentielles de ces liposomes, a savoir leur stablllte et leur 
iBperm&bllitd, II convient d*assurer pour les liposomes en cause xine 
stability suff isamznent grande pour que ces liposomes subsistent k 
l*etat de spherules pendant un temps suffisamment long pour que les 
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compositions puissent etre utlllsees av ant que les spherules alent 
disparu par coalescence, II faut en effet noter que I'etat d'orga- 
nlsatlon thermodynamlquement stable des lipldes hydrates est celui 
de la phase lamellalre a structure feuillei^ee ; 11 y a done ten- 
5 dance a la coalescence des spherules et cette tendance est plus 
ou molns prononcee selon la taille des liposomes et selon la nature 
des composes lipldiques qui les constituent. Par ailleurs, il 
convient de pouvolr disposer de liposomes qui maintiennent encap- 
sulees les substances actives enfermees entre les doubles couches 
10 lipidiques, et a cet egard, on a d'ailleurs constate que les lipo- 
somes ayant des tallies relativement grandes, par exemple comprises 
entre 1 000 et 50 000 A, etaient plus interessants que les liposo- 
mes ayant des tallies relativeroent petites, par exemple comprises 

o 

entre 100 et 1 000 A, en raison du fait que la permeabillte de ces 

15 liposomes decrolt quand le diametre moyen des liposomes augroente, 
II s'avere done d'une grande importance sur le plan pratique de 
trouver un moyen perroettant d'eviter I'instabilite et la perm^abi- 
lite des liposomes pour permettre leur utilisation satisfaisante 
longtemps apres leior fabrication. 

20 La pr^sente invention a pour but de proposer un moyen tcl 

que ci-dessus indique, et ledit moyen consiste a lyophillser les 
dispersions de liposomes apres leur preparation. On a en effet 
constate, selon 1 'invention, que de fagon tout-a-fait Inattendue, 
les compositions contenant des liposomes , lorsqu'eHes etaient lyo- 

25 phillsees pouvaient Stre rehydrat&s sans que la lyophilisation 

modlfie la structure et la dimension des spherules. Cette 

constatation est particulierement surprenante qufind on se rappelle 
que les liposomes ont une structure entierement lipidique organifi^e 
autour de I'eau et que done, contraireroent aux cellules de type 

50 classique dont la lyophilisation est connue, les liposomes ne be- 
neficient pas de facteurs de stabilisation dus a la presence de 
polymeres tels que les proteines. De plus, la formation des lipo- 
somes depend de I'etat d'ordre des chaines lipldiques, c'est-a-dire 
est en relation dlrecte avec la temperature, les lipides a chaines 

35 longues saturees ne pouvant donner des liposomes qu'au-dessus d'une 
certaine temperature qui correspond sensiblement a la temperature 
de fusion des chaines paraff Iniques des lipides conslderes. Or, le 
processus de lyophilisation fait appel a de basses temperatures et 
I'homme de I'art devralt, en consequence, s'attendre k ce que cette 
40 lyophilisation detruise la structure des liposomes. L'invention 
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a peirmls de constater que, contralrement a toutes les deductions 
loglques de l*homme de l*art, le passage des llposomea par dea bas- 
ses tenqj^ratures et 1 'Elimination d'eau ne detruisaicnt pas la 
structure des liposomes, de sorte que les lyophilisats de liposo- 
nes peuvent etre rihydrates et redonner naissance par r^hydrata- 
tion k des dispersions aqueuses identlques aux dispersions inl-r 
ti&les avant lyophlllsation. 

II est Clair que 1* invention permet d*ameliorer consid£i» 
rablement les posslbilites d 'utilisation pratiques des liposones 
pulsque par lyophlllsation on evlte pendant tout le tenips de la 
conservation a I'Etat lyophillsE, toute transormation des llpo- 
sopaesj c'est-^-dire toute coalescence et toute migration par per- 
A^abillttf des substances actives enferm^es dans les llposoTOS^ 
En effet, on a pu constater que ce proced^ de lyophlllsation per- 
met d'obtenir des liposomes dont la quantite de substance enoap- 
sul^e n'est pas modifi^e au cours de 1 'Evaporation de I'eau. Oe 
plus, apr^s rEhydratiation du lyophilisat on observe que la taille 
de* liposomes est la meme que celle avant lyophlllsation. On peut 
done envlsager> grace a I'invention, de preparer extemporanEment 
des dispersions de liposomes ayant des tallies qui correspondent 
k une trha grande instabllite, car 11 suffit de lyophlllser ces 
dispersions suffisamment vite apres leur preparation pour pouvoir 
les maintehir pendant un temps de stoclcage quelconque k I'Etat 
ly^phylisE et les regEnerer ensuite par rehydratatlon au moment 
dEsirE. De plLis, les lyophilisats de liposomes selon I'inventlon 
poss^dent lea avantages gEnEraux des produits lyophllisEsj sur le 
plan de la protection contre la contamination bacterienne et de 
I'oxydatlon en particulier. 

La prEsente invention a, en consequencej pour objet un 
procEdE de conservation de composition a base de dispersions 
aqueuses de spherules dites liposomes , constitutes de couches 
nolEculaires organlsees, entre lesquelles est encapsulEe une pha- 
se aqueuse« renferroant au molns une substance active, ces couches 
Etant constltuees d'au molns un composE lipldlque .ayant pour 
formule gEnErale 

X Y 

formule dans laquelle Y represente un groupe llpophlle et X 
reprEsente un groupe hydrophile ionique ou non-ionlque, le dla- 

e 

ffl^tre des spherules Etant comprls entre 100 et 50 000 A environ. 
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, caracterise par le fait qu'an premier lleujon prepare, 

de fagon connue, une dispersion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxie- 
me lieu, on souinet ladite dispersion a une lyophllisation realisee 
de fa9on classique, afin d'obtenir une pate pu un solide ; et qu'en 
5 trolsleme lieu^peu de temps avant 1 'utilisation de la composition, 
on rehydrate le lyophilisat pour regenerer la composition inltiale, 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre du promede selon 
1 'invention, on introdult dans la composition de liposomes a con- 
server des charges destinees a empecher la prise en masse ou en mot- 

10 te des produits obtenus par lyophllisation ; les charges peuvent 
avantageusement etre choisies dans le groupe form^ par les sels mi- 
ndraux, la sillce coUoIdale, les amldons et les aluminosllicates tels 
que les bentonites ; la lyophllisation est obtenue en abaissauit la 
temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30*C^ la 

15 congjosition etant disposee en une couche de faible epaisseur, et en 
faisant evaporer k une temperature comprise entre I5 et 60*C, sous 
une trfes basse pression ; la pression d^evaporation est de I'ordre 
de 0,01 millibar, la temperature du condensateur etant d 'environ 
-70'C et 1 'evaporation etant maintenue pendant environ 12 heures. 

20 La pr^sente invention a ^galement pour objet le produit 

industriel ncuveau que constitue une composition de liposomes lyb- 
philisee telle qu 'obtenue a la deuxieroe etape du proced^ ci-dessus 
d4f ini . 

Dans un mode pr^f^re de realisation, la composition selon 

25 1' Invention comprend des charges destinees a empecher la prise en 
masse ou en motte ; les charges sont choisies dans le groupe forme 
par les sela mlneraux, la sllice colloldale, les amldons et lesaluBl- 
nosillcates;ies composes lipidiques constitutifs des liposomes sont, 
pour tous les liposomes de la composition, ou blen des composes 

50 ioniques, ou bien des composes non-ioniques ; les liposomes de la 
composition sont d'au mo ins deux types, les substances actives 
enfermees dans les liposomes de chaque type etant dlfferentes ; pour 
les composes lipidiques constitutifs des liposones de la composition, 
Y repr^sente une chatne llpophile contenant de 12 a 50 atomes de 

35 carbone; Y peut avantageusement etre choisi dans le groupe forme 
par les chalnes laurique, t^traddcylique, hexad<oyllque, oWlque, 
laost^aryllque, lanolique ou alcoylph^nyl ; X peut avan- 

tageusement etre un groupement hydrophlle non-1 onique choisi danp 
la classe formee par des groupements polyoxy^thyl^nes ou polyglyce- 

4o rol^s et des esters de polyol oxyethylen^sou non, X peut ^galement 
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etre avantageusement an groupement hydrophile ionique forme par un 
conqsoee amphotere coinportant deux chaines llpophlles avec une as- 
sociation de deux ions de sl^ries opposes. 

Cans Ificas oules composes lipldiques formant les liposomes 
sont des composes non ionlques, lesdits composes lipldiques peuvent 
avantageusement etre choisis dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respect Ives : 

R - (OCHg CH OH CH^-^JJ OH 

et 

R e 0 CHg CH^j; OH 



15 C«2°^ 

n etant un entler comprls entre 1 et 6, R etant une chalhe alipha- 
tlque llnealre ou ramlflee, saturee ou Insaturee, comprenant de 12 
k 30 atoroes de carbone, les radlcaux hydrocarbon^s des alcools de 
20 lanollne ou les restes hydroxy -2-alkyle des e<- dlols a longue 
chaine ; 

- les alcools gras poly oxy ethylenes ; 

" les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par 

exemple, les esters de sorbitol polyoxyethylene ; 

25 - les glycollpldes d'orlglne naturelle ou synth^tique, 

par. exemple les cerebrosides. 

Dans la composition qui est soumise a la lyophillsation, 

la phase aqueuse encapsulee dans les liposomes est une solution 

aqueuse de substances actives ; la phase continue qui entoure les 

30 liposomes est une phase aqueuse isotonique par rapport a la phase 

encapsul^e de la dispersion ; la proportion du poida des liposomes 

par rapport au polds de la phase continue de la dispersion est 

comprise entre 0,01 et 0,5 environ, 

Dans fecas ou lipcsomes sont bbtenvis a partlr de composes 31pi- 

yi couprenare 

35 dlques non-3onJques, les coirpositjons soumJses a ]a lyophUisation peuvent / 

divers additlfs en vue de modifier la permeabilite bu la charge su- 
perflcielle des liposomes. On citera a cet egard 1 'addition 4ven- 
tuelle des alcools et dlols a longue chaine, des sterols, par exem- 
ple le cholesterol, des amines k longue chaine et de leurs derives 

4o ammonium-quaternalres, des dlhydroxyalkyl-amines, des amines grasses 
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polyoxyethylenees, des esters d'araino-alcools a longue chalne, de 
leurs sels et derives ammonium-quaternalres, des esters phosphorl- 
ques d'alcools gras, par exemple de dice tyl- Phosphate de sodium, 
des alkylsulfates, par exemple le cetyl-sulfate de sodium, de cer- 
5 tains polymeres, tels que les polypepcides et les protelnes. 

La composition soumise k la lyophllisatlon peut comporter 
des liposomes renfermant des substances actives de toutes sortes, et 
en particuller des substances ayant un interet pharmaceutique, ou 
alimentaire, ou des substances ayant une activite cosmdtlque, Les 

10 substances actives peuvent etre^ par exemple, en ce qui concerne la 
cosmetique : les produits destines aux soins de la peau et du che- 
veu, par exemple des humeetants, tels que la glycerine, le sorbitol, 
le pentaerythritol, 1* Inositol, l^acide pyrrolidone-carboxylique 
et ses sels ; des agents de brunissage artlficiels tels que la 

15 Qihydroxyac^tone, l*erythrulose, la glyceraldehyde , les ^-dial- 
ddhydes tels que 1 'aldehyde tartrique (ces produits pouvant even- 
tuellement etre associes a des colorants) ; des agents antisolaires 
hydrosolubles ; des anti-perspirants, des deodorants, des astrin- 
gents, des produits rafraichissants, toniques, cicatrisants, kera- 

20 tolytlques, depllatoires ; des eaux parfumees ; des extraits de tis- 
sus animaux ou vegetaux, tels que protelnes, polysaccharides, li* 
quide amnlotlque ; des colorants hydrosolubles, des agents anti- 
pelliculaires, des agents antisefaorrheiques, des oxydants (agents 
de decoloration) comme I'eau oxygenee, des reducteurs tels que 

25 I'aclde thloglycolique et ses sels. Comme substances actives phar- 
maceutlques on peut citer : les vitamines, les hormones, les enzy- 
mes, (par exemple, la superoxyde dlsmutase), les vacclns, les anti- 
Inflaroroatolres (hydrocortisone, par exemple) les antibiotlques, les 
bactericides, 

30 Pour mieux faire comprendre I'objet de 1* invention, on 

va en decrire maintenant, a titre d'exemples purement lllustratlfs 
et non limitatlfs, plusieurs modes de mise en oeuvre et plusieurs 
modes d 'utilisation. 
E^cemple 1 : 

35 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formule 

generale : 
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R ^tant le radical alcoyle des alcools de lanoline hydrogenee et n 
ayant une valeur statistlque moyenne de 3, et 80 mg de cholesterol 
sont dissous dans 5 na d'un melange chloroforme/niethanol dans le 
rapport 2 : 1. On evapore le solvant a I'alde d*un evaporateur ro- 
5 tatlf, puis on elimine les dernleres traces de solvant en soumet- 
tant le produlc pendant 1 heure a la pression redulte donnee par 
une pompe a palette. 

A la temperature de ^O'^C, on net le film lipidlque obtenu 
en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 8}2 du sel de trletha- 

10 nolamine de I'aclde urocanique. Le ballon est ensulte place sur une 
secoueuse et fortement agite . pendant 2 heures a 4o''C ; puis on 
xefroidlt progress! vement jusqu'a revenir a la temperature amblante. 
La dispersion obtenue est fluide. La taille des liposomes est InT^- 
rleure ou ^gale au micron. 

15 On plonge le ballon dans 1' azote liquide avec un raouvement 

de rotation sur lui-meroe afln d'obtenir la congelation du prodult 
aur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans 
un lyophiliaateur. On obtient de cette manifere un produit pSteux 
que I'on conserve pendant plusleurs Jours. 

20 Par addition d'au mo ins 3j5 ml d'eau au produit lyophl- 

lls^ ainsi conserve, on obtient a nouveau une dispersion de sphe- 
rules ayant un diametre inferieur ou egal au micron. 
Exeigp^e g : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 
25 intimeinent a I'alde d'une spatule I90 mg du produit de formule 
gen^rale 

OH 














n 







OCHg - CH 



30 oil R est le radical hexadec^ 

ne de 3, 190 mg de cholesterol et 20 mg de dlcetylphosphate de so- 
dium. Le melange esL fait a la temperature de 90*0 puis ramene a 
70**C par I'intermediaire d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 nil 

35 d*una solution aqueuse k2SS (PH 7) du sel de sodium de I'acide L-pyrroli- 

done carboxylique. On homog^neise a la spatule Jusqu'a obtenir une 
phase lamellaire tres hydrat^e. On ajoute 7,5ral de la solution aqueu- 
se a 2% (PH 7) du sel de sodium de I'acide L-pyrrolidone carboxyli- 
quo. On iraroerge profondement dans la dispersion la tete d'un ultra- 
40 dlsperseur vendu sous la denomination commerciale "ILA". On disperse 
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en augmentant progressivement la viuesse de rotation jusqu'a la 
Vitesse maximum que I'on malntlent pendant environ 50 minutes. On 
lalsse la temperature du i.ain-marie revenir progressivement a I'am* 
biante. La dispersion obtenue est flulde. La tallle des liposomes 
est de I'ordre du micron. 

On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
que I'on plonge dans 1 'azote liquide avec un mouvement de rotation 
sur lui-meme afin d'obtenlr la congelation du produit sur les parois 
du ballon, puis on le place pendant 12 heures dans un lyophilisa- 
teur. On obtient de cette maniere un produit pateux, de couleur 
blanche, que I'on peut conserver. 

Par addition de plus de 3*5 ml d'eau au produit lyophili- 
se, on obtient une dispersion de spherules individuallsSeadont la 
tallle moyenne est de I'ordre du micron. 

II est possible de soumettre aux ultra-sons la disper- 
sion de liposomes avant la lyophillsation : la tallle des spherules 
est alors tres faible (diametre : 50O-I 000 A ). Apres lyophillsa- 
tion et rehydratation du lyophilisat, on obtient une dispersion 
de liposomes de meme diametre. 
Exemple ;3 : 

Dans le fond d*un tube a essals de 30 ml, on melange in- 
tlraement a I'alde d'une spatule 75 mg du produit de formule gene- 




R etant le radical hexaddcyle et n etant egal a 2, avec 20 iqg de 
cholesterol et 5 mg de dice tyl -phosphate. Le melange est fait a la 
temperature de 70°C au moyen d'un bain-marie. 

On met ce melange en contact avec 2*5 ml d'une solution 
aqueuse de chlorure de sodium a 5J6. On homogeneise a la spatule 
Jusqu'^ obtenir une phase lamellaire tres hydratee. On ajoute 7,5 nl 
de la solution aqueuse de chlorure de sodium a 5^. On immerge pro- 
fondement dans la dispersion la tete d!un ultra-disperseur "ILA". 
On disperse en augmentant progressivement la vltesse de rotation 
de la tete jusqu'a la vltesse maximum que I'on malntlent pendant 
environ 30 minutes. On lalsse la temperature du bain-marie revenir 
progressivement a I'amolante. La dispersion obtenue est flulde. La 
tallle des liposomes est de i'ordre du micron. 

On transvase la dispersion dans un ballon rond de 100 ml 
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que I'on plonge dans 1 'azote llquiu- avec un mouvement de rotation 
aur lul-mSme, afln d'obtenlr la congelation du prodult sur les pa- 
rols du ballon. On laisse le ballon pendant 12 heures dans un lyo- 
phlllsateur. On obtlent de cecte maniere un produit poudreux, de 
5 couleur blanche que I'on peut conserver. 

Par addition d'au mo ins 1 ml d'eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion des spherules individualisees ayant une 
tallle moyenne de l^ordre du micron. 

La dispersion initiale peut etre egalement soumlse aux 
10 ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la tallle des liposo- 
mes de la dispersion, 
gj^empte 4 : 

Oans un ballon rond de 100 ml, 128 mg de lecithlne d'oeuf 
hydrog^n^, 15 mg de cholesterol, 7 mg de dicetyl -phosphate sont 
15 dlssous dans 5 ml d*un melange chloro forme /methanol dans le rapport 
2 : !♦ On evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur rotatlf, puis 
on elimine les dernleres traces de solvant en souroettant le produit 
pendant 1 heure a la pression reduite donnee par une pompe a palet- 
tes« 

20 On met le film lipldique obtenu en contact avec 4 ml d'une 

solution aqueuse d'acide ascorbique 0,3 M. L* experience est faite 
k la temperature de 40 Le ballon place sur une secoueuse est 
forteroent agit^ pendant 2 heures a puis refroidi progressi- 

vement Jusqu'a revenir a la temperature arabiante. La dispersion ob- 

25 tenue est fluide. La taille des liposomes est inferieure ou egale 
au micron. 

On plonge le ballon dans l' azote liqulde avec un mouvement 
de rotation sur lul-meme afin d'obtenir la congelation du produit 
sur les parois du ballon, puis on le place dans un lyophilisateur 

30 pendant 12 heures. On obtient de cette maniere un produit pateux 
de couleur blanche > que l*on peut conserver. 

Par addition de plus de 1,5 ml d*eau au produit conserve, 
on obtient une dispersion de liposomes- individualises de tallies 
inferieures ou egales au micron. 

35 La dispersion initiale peut egalement etre soumise aux 

ultra-sons avant lyophilisation, pour reduire la taille des lipo- 
somes. 
E xemp}^ 5 : 

Dans le fond d'un tube k essais de 30 ml, on melange inti- 
40 meroent k l*aide d'une spatule 300 mg de l^ci thine d'oeuf, 80 mg 
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de cholesterol, ez 20 mg a^-* dic^tyl-phosphate. Le melange est fait 
a la temperature de 60**C, puis ramene a ^0**C au moyen d'un bain- 
marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
5 d'une solution aqueuse a 2,55^ {pH=7) du sel de sodium de I'acide 
lactlque. On homogeneise a la spatule jusqu'a obtenir one phase 
lamellaire tres hydratee. On ajoute 7,5 ml de la solution aqueuse 
du seX de sodium de I'acide lactique a 2,5%. On iznmerge profondemenfe 
dans la dispersion la tete d'un ultra-disperse ur "ILA", On disperse 

10 en augmentant progressiveroent la Vitesse de rotation de la tete 
Jusqu'a la vltesse maximum que l*on maintient pendanc environ 30 
minutes. On lalsse la temperature du bain-marie revenir progressi- 
veroent a I'amblante. La dispersion obtenue est fluide. La taille des 
liposomes est superleure au micron. La dispersion peut etre soumise 

15 aux ultra-sons sous azote ; la taille des liposomes devient alors 
tres Inf^rieure au micron (250*1 000 A). 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond de 
100 ml que I'on plonge dans 1 'azote liquide avec un roouvement de 
rotation sur lui-roeme afin d'obtenir la congelation du prodult sur 

20 les parois du ballon. On lalsse alors le ballon pendant 12 heures 
dans un liophyllsateur. On obtient de cette roaniere un produit pail- 
lete de couleur brune, que I'on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au mo ins 5,5 
ml d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille Infe- 

o 

25 rieure (250-I 000 A) ou superleure au micron selon que la disper- 
sion a et^ pu non soumise aux ultra-sons avant lyophilisatlon. 
Example 6 : 

Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange in- 
tlmement a I'aide d'une spatule 300 mg de lecithlne d'oeuf, 80 mg 

30 de cholesterol et 20 mg de dicetyl-phosphate de sodium. Le melange 
est fait a la temperature de 60'C, puis ramene a 40**C au moyen 
d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact avec 2,5 ml 
d'une solution aqueuse a iVoo de 1 'enzyme superoxyde dismutase. 

35 On homogeneise k la spatule jusqu'a obtenir une phase lamellaire 
tres hydratee. On ajoute 7,5 ml de la solution aqueuse a lVo« cl® 
1 'enzyme superoxyde dismutase. On Immerge profonddment dans la 
dispersion la tete d'un ultra -disperseur "ILA". On disperse en 
augmentant progresslveaent la vitesse de rotation de la tete 

40 Jusqu'k la vitesse maximum que I'on malntient pendant environ 
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30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie reveair pro- 
grassivement a I'amblante. La dispersion obtenue est fluide « La 
taille des liposomes est sup^rleure au micron. La dispersion 
peut etre soumise aux ultra-sons sous azote ; la taille des lipo- 
5 somes devlent alors tres inferleure au micron (250-1 000 A), 

On transvase la dispersion obtenue dans un ballon rond 
de 100 ml et on Introduit 300 mg d'aluminosilicate dans le bal- 
lon que I'on place environ 30 minutes sun une secoueuse. On 
plonge de ballon dans 1 'azote llquide avec un mouvement de rota- 

10 tion sur lui-meroe* afin d'obtenir la congelation du produit sur 
lea parois du ballon* On laisse alors le ballon pendant 12 heurec 
dans un lyophllisateur. On obtient de cette manifere un produit 
blanc> poudreux que I'on peut conserver. 

Par rehydratation du produit conserve avec au mo ins 

15 3f5 «1 d'eau, on retrouve des liposomes individualises de taille 
inferleure (250-1 000 A) ou superieure au micron, selon que la 
dispersion a 4t6 ou non soumise aux ultra-sons avant lyophlllsa- 
tion. 

20 Dans un ballon de 100 ml, 320 mg du produit de formula 

gen^rale 

R (OCHg - CH >■ OH 

CHgOH 5 

A 4tant le radical alkyl des alcools de lanoline hydrog^n^e 
25 et n ayant une valeur statlstique moyenne de 3, et 80 mg de cho- 
lesterol 8ont dissous dans 5 ml d'un melange chloroforme/methanol 
dans le rapport 2:1. On evapore le solvant k I'aide d'un evapo- 
rateur rotatif , puis on ellmine les derniferes traces de solvant 
en soumettant le produit pendant 1 heure k la pression redulte 
30 donn^e par une pompe a palettes. 

A la temperature de 4o*C, on met le film lipidlque ob- 
tenu en contact avec 10 ml d'une solution aqueuse a 3^ de gly- 
cerol. 

Le ballon est ensuite place sur une secoueuse et forte- 
35 ment agite pendant 2 heures a 40°C ; puis on refroidlt progres- 
slvement Jusqu*a revenlr a la temperature ambiante. La dispersion 
obtenue est fluide. La taille des liposomes est inferleure ou 
egale au micron. 

On introduit 500 mg d'aluminosilicate dans le ballon que 
40 I'on replace environ 30 minutes sur la secoueuse. 
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On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouve- 
nient de rotation sur lul-menie afln d'obtenir la congelation du 
prodult sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophillsateur. On obtlent de cette manlfere un ' 
5 prodult blanc, poudreux, que I'on peut conserver. 

Par addition d*au mo ins 3>5 ml d*eau au prodult lyo- 
philise alnsi conserve, on obtient a nouveau une dispersion de 
spherules ayant un dlametre infer ieur ou egal au micron. 
Exemole ^ : 

10 Dans le fond d'un tube a essais de 30 ml, on melange 

intlTOroent a I'aide d'une spatule l80 mg du prodult de formule 
g^n^rale 

OCHg - p 

CHgOH J 

15 oil R est le radical hexadecyle et n a uine valeur statistique 

moyenne de 3* 180 njg de cholesterol et hO de dlcetjrj-phosphate 
de sodium. Le melange est fait a la temperature de 90*C puis 
ramene a 50*C par I'lnterroedialre d'un bain-marie. 

On met alors le melange obtenu en contact aveo 2,5 ml 

20 d'une solution aqueuse a 5^ d*lmrauno globullnes Ig A. On homo- 
g^neise k la spatule jusqu'a obtenir une phase lamellaire trfes 
hydratee. On ajoute 7#5 ml de la solution aqueuse a 9 Vo« de 
chlorure de sodium. On Imroerge profonderoent dans la dispersion 
la tete d'un ultra -dlsperseur vendu sous la denomination "ILA". 

25 On disperse en augroentant progress ivement la vltesse de rotation 
Jusqu'k la Vitesse maximum que I'on malntient pendant environ 
30 minutes. On laisse la temperature du bain-marie revenir pro- 
gressivement a l*ambiante. La dispersion obtenue est fluide. La 
tallle des liposomes est superieure ou egale au micron. 

30 On plonge le ballon dans 1 'azote liquide avec un mouve- 

ment de rotation sur lui-meroe afin d'obtenir la congelation du 
prodult sur les parois du ballon, puis on le place pendant 12 
heures dans un lyophlllsateur. On obtient de ce^te manlere un 
prodult blanc, poudreux. 

35 Par addition de plus de 3j5 ml d'eau au prodult lyo- 

philise, on obtient une dispersion de spherules individualisees 

dont la tallle moyenne est superieure ou dgale au micron. 

II est bien entendu que les modes de mise en oeuvre ci- 

dessus decrits ne sont aucunement limitatifs et pourront donner 

lieu h. toutes modifications desirables, sans sortir pour cela du 

cadre de l' invention. 
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REVENDICATIONS 

1 - Procede de conservation de composition a base die dis- 
persions aqueuses de spherules dites "liposomes", constituees de 
couches moleculaires organisees, entre lesquelles est eneapsulee 

5 une phase aqueuse, renfermant au mcins one substance active, ces 
couches etant constltuees d'au moins un compose lipidique ayant pour 
formule gen^rale 

X = Y 

formule dans laquelle Y represente un groupe liphophile et X repre- 
10 sente un groupe hydrophlle lonique ou non-ionique, le diametre des 

o 

spherules etant compris entre 100 et 50 000 A, caracterise par le 
fait qu'en premier lieu, on prepare, de fagon connue, une disper- 
sion aqueuse de liposomes ; qu'en deuxieme lieu, on soumet ladite 
dispersion h une lyophilisation realisee de fagon classique, afin 
15 d'obtenir une pate ou un solide ; et qu'en troisieme lieu, peu de 
ten5>3 avant 1 'utilisation de la composition, on rehydrate le lyo- 
phlllsat pour regenerer la composition initlale. 

2 ~ Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que I'on introdult dans la composition de liposomes a conser- 

20 ver des charges destinees a empeeher la prise en. masse ou en motte 
des prodults obtenus par lyophilisation. 

3 - Procede selon la revendioation 2, caracterise par le 
fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mln^raux, la sillce colloXdale, les amidons et les aluralnoslllcates, 

25 * - Procede selon I'une des revendicatlons 1 a 5, carac- 

terise par le fait que la lyophilisation est obtenue en abalssant 
la temperature de la composition de liposomes au-dessous de -30**C, 
ladite composition etant dlsposee en une couche de falble epalsseur, 
et en falsant ^vaporer a une temperature comprise entre I5 et 60*C, 
30 sous tne tres basse presslon, 

5 - Composition de liposomes lyophilisee obtenue a la 
deuxi^Die etape du procede selon la revendication 1. 

6 - Composition selon la revendication 5, caracterlsee par 
le fait qu*elle comprend des charges destinees a empeeher la prise 

35 en masse ou en motte, 

7 - Composition selon la revendication 6, caracterlsee par 
le fait que les charges sont choisies dans le groupe forme par les 
sels mln^raux, la sillce colloTdale, lesamldons et les aluminosUlcates. 

8 - Composition selon I'une des revendicatlons 5 a 7, ca- 
40 racterlsee par le fait que les composes lipldlques constltutlfs des 
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liposomes sont ou bien 

des compoees ioniques, ou bien des composes noh-loniques, 

9 - Composition selon I'vine des revendications 5 a 8, ca- 
racterisee par le fait que les liposomes qu'elle contient sont d'au 
5 moins deux types^ les substances actives enfermees dans les liposo- 
mes de chaque type etant differentes, 

10 - Composition selon I'une des revendications 5 a 9, ca- 
racterisee par le fait que, pour les composes llpidiques constitu- 
tifs des liposomes de la composition, Y represente une chalne 11- 

10 phophile contenant de 12 a 30 atomes de carbone. 

11 - Composition selon la revendication 10, oaracterisee 
par le fait que Y est cholsi dans le groupe forme par les chalnes 
laurlque, t^trad^cyllque, hexad^cylique> oleique, isoat^aryllque, 
lanolique ou alcoylph^nyl . 

15 12 - Composition selon I'une des revendications 5 a 11, 

caracterlsee par le fait que, pour les composes llpidiques eonstl- 
tutifs des liposomes de la composition, X represente un groupement 
hydrophlle non-lonique cholsi dans la classe formee par des groupe- 
ments polyoxyethylenes ou polyglyceroles et des esters de polyol 

20 oxyethylenes ou non. 

13 - Composition selon I'une des revendications 5 a- 11* 
caracterlsee par le fait que, pour les composes llpidiques const!* 
tutifs des liposomes de la composition, X est un groupement hydro- 
phlle lonique forme par un compose amphotere coraportant deux chal- 

25 nes llpophlles avec une association de deux ions organiques de 
signes opposes. 

14 - Composition selon i'une des revendications Sag datis 
iaquelle les composes llpidiques formant les liposomes sont des 
composes non-loniques, caracterlsee par le fait que lesdlts compo- 

30 ses llpldlqi.^s sont choisls dans le groupe forme par : 

- les ethers de polyglycerol lineaires ou ramifies de 
formules respectives : 

R - (OCH^ CH OH OH^^ OH 

et 

55 OH 
R (r 0 CHg CH ^ ^" 

CH^OH 

n 4tant un entler compris entre 1 et 6, R etant une chalne alipha- 
4o tique lineaire ou raraifiee, sataree ou insaturee, comprenant de 12 
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a 30 atomes de carbone, les radlcaux hydrocarbones des alcools de 
lanollne ou les restes hydroxy-2-alkyle des c*-diols a Icngue chal- 
ne ; 

- les alcools gras polyoxyethylenes ; 

5 - les esters de polyol oxyethylenes ou non et, par exem- 

ple, lea esters de sorbitol polyoxyethylenes ; 

- les glycollpides d'origine naturelle ou synthetique, 
par exemple les cdrebrosides, 

15 - Composition selon I'une des revendlcations 5 a 14, 
10 caract^rls^e par le fait qu'elle comporte des additifs risant a 

modifier la permeabilice ou la charge superficielle des liposomes 
et pris dans le groupe form^ par les alcools et dlols a longue 
chalne, les sterols, les amines a longue chalne et leurs derives 
ammonlum-quaternaires, les dlhydroxyalkyl -amines, les amines gras- 
15 ses polyoxy^thylenees, les esters d'amino-alcools a longue chalne 
alnsi que leurs sels et derives ammonium-quaternalres, les esters 
phosphoriques d'alcools gras, les alkyl sulfates, les polypeptides 
et les pro twines. 

16 - Composition selon I'une des revendlcations 5 a 15, 
20 caract^risee par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces actives k activity cosm^tlque prises dans le groupe forme par 
les produits destines aux soins de la peau et du eheveu, les hurnec- 
tants tels que la glycerine, le sorbitol, le pentaerythritol, 1 'ino- 
sitol, I'acide pyrrol idone-carboxylique et ses sels, les agents de 

25 brunissage artlficiels tels que la dihydroxyac^tone, 1 ' erythrulose , 
la glycerald^hyde, les V-dialdehydes, lesdlts agents de brunissage 
pouvant etre eventuellement associes a des. colorants, les agents 
antiaolalres hydrosolubles, les ant i -per spirants, les deodorants, 
les astringents > les produits rafraichissants, toniques, cicatri- 

30 sants, keratolytiques, depilatoires, les eaux parfumees, les 

extraits de tissus animaux ou vegetaux, tels que proteines, poly- 
saccharides, liquide amniotique, les colorants hydrosolubles, les 
agents antlpelliculaires, les agents antiseborrh^iques, les oxy- 
danta tels que I'eau oxyg^n^e, les reducteurs tels que I'acide 

35 thioglycolique et ses sels. 

17 - Composition selon I'un*^ des revendlcations 5 k I5, 
caract^ris^e par le fait que les liposomes renferment des substan- 
ces a activite pharmaceutique telles que des vitamines, des subs-' 
tances alimentaires, des hormones, des enzymes, des vacclns, des 

4o antiinflannatoires, des antibiotiques et des bactericides. 



